Bundesinstitut flir Risikobewertung (BfR)

Nahrmedienbereitstellung fir die Durchfiihrung des "Dreiplattentests”
Stellungnahme des BfR vom 14. Mai 2003

Die Untersuchung von Lebensmitteln auf mogliche Rickstande von Antibioitika, Sulfonami-
den und anderen Stoffen mit antimikrobieller Wirkung wird trotz wesentlicher Fortschritte auf
dem Gebiet der Analytik noch groRRenteils mit biologischen Testsystemen durchgefiihrt. Mit
Hilfe dieser Systeme werden nicht die Wirkstoffe selbst detektiert und identifiziert, sondern
es wird deren bakterienhemmende Wirkung nachgewiesen.

Bei der amtlichen Fleischuntersuchung und der Einfuhruntersuchung frischen Fleisches ist
der "Dreiplattentest” einzusetzen, ein Agardiffusionstest mit Bacillus subtilis BGA als Test-
keim (Allgemeine Verwaltungsvorschrift tiber die Durchfiihrung der amtlichen Uberwachung
nach dem Fleischhygienegesetz und dem Gefligelfleischhygienegesetz - AVVFIH). Enthalt
eine auf dieses Testsystem aufgebrachte Probe eine antibiotisch wirkende Substanz, so dif-
fundiert diese in das Nahrmedium. In der Umgebung der Probe wird der Testkeim am
Wachstum gehindert, er bildet dort keine Kolonien aus, es entsteht eine Hemmzone.

In der Vergangenheit hat es wiederholt Probleme mit der Bereitstellung geeigneter Nahrbo-
den fur die Durchfihrung des Dreiplattentests gegeben. Zuletzt war offenbar die Auswahl der
verwendeten Peptone fur diese Schwierigkeiten verantwortlich. Das BfR hat deshalb einen
Hersteller von Nahrmedien fur die Mikrobiologie (OXOID, Wesel) gebeten, bei der Herstel-
lung des fir die amtliche Untersuchung von Fleisch auf Hemmstoffe vorgeschriebenen
Testmediums bestimmte Peptone zu verwenden, die auf Grund ihrer Zusammensetzung ei-
nen Hinweis auf ihre Eignung erlaubten. Die schlie3lich zu einer erweiterten Prufung freige-
gebene Rezeptur entspricht in ihrer Zusammensetzung den in der AVVFIH genannten Anfor-
derungen zur Durchfiihrung der Untersuchung auf Hemmstoffe in Muskulatur, Niere und Le-
ber. Das hierbei verwendete Fleischpepton wurde allerdings in Abweichung von der AVVFIH
nicht durch tryptische, sondern durch peptische Verdauung gewonnen.

Das neue Nahrmedium ist durch die Untersuchungseinrichtungen der Lander und das BfR
auf seine Eignung, insbesondere gegeniber Sulfonamiden, getestet worden.

Fur einen Eignungstest im BfR wurde dieses Medium entsprechend den Angaben der
AVVFIH angesetzt. Nach pH-Einstellung auf drei unterschiedliche pH-Bereiche (pH 6,0; 7,2;
8,0) mit NaOH bzw. HCI erfolgte der Zusatz von Bac. subtilis BGA, bei dem auf pH 7,2 ein-
gestellten N&ahrboden auch von Trimethoprim (TMP), und die Herstellung von Agar-
Testplatten. Auf diese wurden zur Testung bestimmte Wirkstoffe (pH 6,0: Oxytetracyclin,
Chlortetracyclin, Penicillin, Furazolidon; pH 7,2+TMP: Sufadimethoxin, Sulfadoxin, Sulfadi-
midin, Trimethoprim; pH 8,0: Dihydro-Streptomycin, Enrofloxacin, Erythromycin, Spiramycin)
mittels Testblattchen aufgebracht.

Bei der Prifung wurde der neue Agar mit einer Agarcharge aus der Nahrbodensammlung
des BfR als sogenannter ,Gold-Standard“ verglichen. Die ,BfR-Agarcharge“ wurde ausge-
wahlt, weil hierbei die Leistungsparameter (mit dem Teststamm Bac. subtilis BGA) gegen-
Uber ausgewahlten Wirkstoffen dem BfR durch regelmafiige eigene Prifungen bekannt sind.

Die Ergebnisse der Prifung des Nahrmediums sind fir die pH-Bereiche getrennt in den Ab-
bildungen 1-3 dargestellt. Die Empfindlichkeit des Dreiplattentests (mit Bac. subtilis BGA) er-
reicht mit dem neuen Medium nicht bei allen Wirkstoffen die gleich hohen Werte, die mit dem
BfR-Vergleichsmedium erreicht werden. Diese leicht geringere Empfindlichkeit war auch bei



den in der Vergangenheit im Handel befindlichen Chargen zu beobachten. Lediglich fur
Streptomycin blieb die Empfindlichkeit des Testsystems mit dem neuen Nahrmedium deut-
lich hinter dem Vergleichsmedium zuriick, das Hemmhofergebnis lag aber noch im vorge-
schriebenen Toleranzbereich von 8-10 mm.

Die Ergebnisse der Prifung zeigen, dass das neue Nahrmedium flr den Einsatz im Drei-
plattentest gemaf der AVVFIH geeignet ist.

Aufgrund der Erfahrungen aus friheren Untersuchungen weist das BfR darauf hin, dass die
verschiedenen Chargen der jeweils kommerziell erhaltlichen Nahrmedien eine grofRe Be-
deutung fir das Testergebnis haben konnen. Daher ist die Eignungsprifung jeder neuen
Nahrmedien-Charge im Untersuchungslabor von grof3er Bedeutung fur die routineméaRige
Durchfiihrung des Dreiplattentests. Zusatzlich sollten Hersteller die Anwender (iber Ande-
rungen der Rohstoffe fir ihre Rezepturen informieren.

Uber beobachtete Anderungen der Empfindlichkeiten bei der Qualitatskontrolle sollten die
betroffenen Untersucher unverziglich (unter Angabe von Untersuchungsbedingungen und
Charge) alle tbrigen Untersuchungseinrichtungen in Deutschland und das BfR informieren,
um durch zentrale Abstellung der Mangel eine einheitlich qualitativ befriedigende Anwen-
dung des Dreiplattentests zu gewabhrleisten.



Abbildung 1: Nahrmediumsleistungsvergleich mit Bac. subtilis BGA pH 6,0

fur Tetracycline, Penicillin und Furazolidon
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Abbildung 2: Nahrmediumsleistungsvergleich mit Bac. subtilis BGA pH 7,2 + TMP

fur Sulfonamide und Trimethoprim
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Abbildung 3: Nahrmediumsleistungsvergleich mit Bac. subtilis BGA pH 8,0

Enrofloxacin, Erythromycin und Spiramycin
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OXOID, Wesel, soll der Test in Kiirze im Handel erhaltlich

Nach Angaben des Herstellers

sein.
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